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RESUMO

A citotoxicidade dos biflavonéides 6,6"- bigenkwanin (OSP-1), 7,7"- dimetoxi-agathisflavona
(OSP-2) e tetradimethoxiflavona (OSP-1 Met) isolados de folhas de Ouratea spectabilis foram
avaliadas em linhagem celular de cérnea de coelho, SIRC pela determinacdo da medida
espectofotométrica nas concentragdes das substancias que inibem a absorbancia em 50% do
controle. OSP-1, OSP-2 e OSP-1 Met apresentaram IC, nas concentragoes de 381,9 + 22,29; 436,74
+ 22,05 e 359,7+ 24,25 ng/mL, respectivamente. Estes compostos apresentam atividade inibidora
para a aldose redutase, enzima relacionada com o inicio da formacéo da catarata em diabéticos.
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ABSTRACT

CYTOTOXICITY OF BIFLAVONOIDS ISOLATED FROM OURATEA SPECTABILIS
(OCHNACEAE) IN SIRC CELL LINE. The cytotoxicity of 6,6"- bigenkwanin (OSP-1), 7,7" -
dimethoxy-agathisflavone (OSP-2) and tetradimethoxyflavone (OSP-1 Met) isolated from leaves
of Ouratea spectabilis, was evaluated in SIRC cell line by spectrophotometric measurement, the
concentrations of substances that inhibited the absorbance to 50% of the control level (IC, ). The
OSP-1, OSP-2 and OSP-1 Met presented IC, , of 381.9 £22.29; 426.74 + 22.05 and 359.7 + 24.25 ng/
mL respectively. These compounds present inhibitory activity for aldose reductase, the enzyme

that initiates cataract formation in diabetes.
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A familia Ochnaceae é pouco conhecida do ponto
de vista quimico e biolégico, sendo os géneros Ochna
e Lophira os mais conhecidos. Investigagdes sobre a
composic¢édo quimica de espécies do género Ouratea,
levaramao isolamento de varios biflavondides (FeLicio
etal., 1995 e 2001; Moreiracet al., 1994 e 1999; VELANDIA
etal., 1998).

Osbiflavondides (Fig. 1) 6,6"- bigenkawanin (OSP-1),
7,7"- dimetoxi-agasthisflavona (OSP-2) isolados das
folhas de Ouratea spectabilis, e tetradimethoxiflavona
(OSP-1 Met), obtido por metilacdo do biflavonéide
OSP-1 demonstraram atividade inibidora da aldose
redutase (FeLicio et al., 1995), que é uma enzima de
poliol, a qual est4 envolvida na reducéo da glicose a
sorbitol na presencade NADPH. O aumento daativi-
dade destaenzimaestarelacionado com patogéneses
de muitas complica¢Bes dos diabetes, tais como cata-
rata, retinopatia e neuropatia.

Os trés biflavondides apresentaram atividade
inibidora, sendo que o composto OSP-1 foi 3 vezes
mais ativo que o flavondide quercetina, utilizado
como controle positivo (FeLicio et al., 1995).

Biflavondides também apresentaram ativida-
de inibidora (80-98%) da producéo de aflatoxina
Bl eB2em culturadeAspergillus flavus. (GoncALEZ
et al.,, 2001). As aflatoxinas sdo substancias
toxigénicas, carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas para diferentes espécies animais
(FAN & CHEN, 1999).

Flavondidesebiflavonasoriundosde variasespé-
cies de plantas apresentam diversas atividades, tais
como, analgésica, antiinflamatdria, antidiabéticas e
inibidora da atividade aldose redutase (VARMA, et al.,
1975; BArBERAN, et al., 1986; liInuma, etal., 1989; MAURICE,
et al., 1990), justificando assim, a avalia¢do da sua
possivel toxicidade previamente asuaaplicacdotera-
péutica para o controle da catarata ou em outras
prescri¢fes. O uso de culturas celulares mostra-se
como um dos métodos de fornecimento rapido deste
tipo de informagdo, além disso, complementam os
testes in vivo, e por serem mais econémicos,
reproduziveis e de facil manutencéo, evitam os pro-
blemas éticos relacionados ao uso de testes em ani-
mais (SecNeret al., 1994; Husson et al., 1995).
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Fig. 1 - Estrutura dos biflavondides isolados de Ouratea spectabilis, avaliados em célula de conea de coelho, SIRC.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo
avaliaracitotoxicidade dosbiflavonoides pelométodo
decoloracdocomvioletacristal utilizando-sealinha-
gem continua SIRC.

A utilizacéo das células SIRC pode substituir os
testes in vivo feitos em cérneas de coelhos (Itacaki, et
al.,1991) e estascélulassédo muito utilizadasem testes
de citotoxicidade (Tani et al., 1999).

A linhagem celular SIRC de cérnea de coelho -
ATCC-CCL 60 - (Oryctogalus cuniculus) foi adquirida
na Se¢do de Culturas Celulares do Instituto Adolfo
Lutz e contava com 500 subcultivos. Em nosso labo-
ratério foi mantida em Meio Eagle Minimo (MEM)
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB). Os
biflavondides foram isolados e identificados como
relatado anteriormente por FeLicio et al. (1995).

Solugdes estoques a 2.000ny/mL dos biflavonéides
foram preparadas da seguinte maneira: primeiro,
dissolveu-seem0,5al mL deetanol,depoisseadicionou
partesiguaisde dguae MEM duasvezesconcentrado,
para obter uma concentragdo final de 2.000 ng/mL.
Em seguida, esterilizou-se através de membrana
filtrante da marca Millipore 0,22mm, distribuiu-seem
aliquotas que foram estocadas a -20° C. Além disso,
umasolugéo controle contendo 1 mL de etanol (5% de
etanol nasolucéo final), foi preparada, como descrito
acima, porém sem a adicdo dos compostos, com a
finalidade de avaliar a citotoxicidade do solvente
sobre as células SIRC.

Empregou-se o método de coloragéo por violeta
cristal descrito por Itacaki, et al. (1991) para a ava-
liacdo da citotoxicidade em células SIRC. Em
microplaca de 96 orificios, adicionou-se 0,1 mL de
MEM com 10% de SFB em todos os orificiose 0,1 mL
de biflavondide a 2.000ng/mL apenas na fileira 1.
Em seguida fez-se diluicéo seriada de biflavondide
até a coluna 6, obtendo-se concentra¢gdo do
biflavondide de 1.000 a 31,25ng/mL. Depois, adici-
onou-se 0,1 mL de suspensao celular (5,0 x 10*
células/orificio) nas fileiras de 1 a 8 e a diluicédo
destas célulasfoifeitadafileira8atéall, obtendo-
seconcentragaodascélulasde50.000a3.125, para
obtenc¢do da curva padrdo. Apés 72 horas de incu-
bagdo, o meio nutritivo MEM foi descartado e as
células fixadas e coradas com solucdo de violeta
cristal a0,4% em metanol por 30 minutos. A anélise
guantitativa foi feita pela avaliagdo colorimétrica
das células fixadas através da medida da
absorbanciaem leitor de placa (BIO-RAD, modelo
3550 UV)a595nm. Aconcentracdodobiflavonoide
gue inibiu o crescimento celular em 50% da
absorbéncia do controle (IC,,,) foi obtida através
de uma curva dose - resposta. Os ensaios foram
repetidostrésvezeseforamfeitas 8 repeti¢des para
cadaconcentragdo de biflavonoide em cada ensaio
(n =24). Asignificancia dos resultados foi avalia-
dapela andlise de variancia (ANOVA) e pelo teste
t student assumindo que p < 0,05.
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Avaliagdo da citotoxidade de biflavondides isolados de Ouratea
spectabilis (Ochnaceae) em células de cérnea de coelho SIRC.

As curvas concentracao-resposta foram obtidas
paraosbiflavonéides OSP-1,OSP-2e OSP-1-Metcomo
mostra a Fig. 2. Pode-se observar que apenas nas
concentragdes acima de 500 pg/mL o biflavonéide
OSP-1 Met inibiu totalmente o crescimento das células
SIRC apés 72 horas e acima de 1.000 pg/mL para os
outros OSP-1e OSP-2. O crescimentodascélulasSIRC
em presengadosolvente (etanol) ndo foi afetado como
se observa na Figura 2 onde a absorbancia obtida foi
semprede 100% emrelagdoaabsorbénciadascélulas
que cresceram em meio naausénciade solvente, estes
resultados quando comparado aos tratados foram
estatisticamente significantes.

8120 ;.
E 100 > I ospimeT
5 :3 R - D8P-1
5 :
W -z

g -g s controle
£ g + — -

0 250 500 750 1000

concentragio ug/mL

Fig. 2 - Avaliacdo da citotoxicidade dos biflavoniodes
obtidos de folhas de Ouratea spectabilis em células SIRC
pela medida da porcentagem da absorbancia em relacao
as células do controle coradas com violeta cristal; média
e desvio padrdo da % da absorbéancia (n = 24).

Mudangas estruturais na molécula de um
biflavonéide,como presenga ou ausénciade umgrupo
metoxila, ou diferenca na posicéo da ligacéo entre os
doisresiduosflavonoidicos podemresultarem modi-
ficacdo da atividade da aldose redutase (Varmacetal.,
1975; inumA, et al., 1989; FeLicioet al., 1995) e também
na citotoxicidade em células SIRC. Os biflavonoides,
OSP-2 OSP-1 e OSP1-Met apresentaram, respectiva-
mente os IC,, de 436,74+ 22,05; 381,90+22,29e 359,72
+ 24,25 ug/mL.

Estes resultados indicam que as concentragdes
quecausam inibicdo nocrescimentodascélulasSIRC
em 50% sdo muito maiores do que as concentragdes
necessarias parainibiraatividade daaldose redutase
(4,95 pg/mL para OSP1 e 11,52 ug/mL para OSP2)
como descritos por FeLicio etal., 1995 e portanto estes
biflavondides sdo promissores, sendo que outros es-
tudos podem ser conduzidos visando sua utilizacéo
terapéutica.
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